胃癌腹膜播種形成過程の解明　ヌードマウス腹膜播種モデルを用いて by 野島 直巳
834 金沢大学十全医学会雑誌 第105巻 第 6号 834- 84 4(1996)
胃痛腹膜播種形成過程の 解明
- ヌ ー ドマ ウ ス腹膜播種モ デル を用 い て -
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野 島 直 巳
腹膜播種性転移は胃痛 にお ける再発 ･ 死 亡の 最 も多い 原因の ∴ っ で ある が, そ の 成立 に 関し て 今ま で十分 に明ら か に さ
れ て い な か っ た . 本研 究は, ヒ ト胃痛腹膜播種 モ デ ル の 確 立を もと に腹膜播種形成過程 の 解明を目的 と した . 7種 の 胃痛培養
細胞株の 皮 下 腰痛 を腹腔内に接種 した と こ ろ , M E N-45細 胞株で は t 6代目 よ り ヌ ー ドマ ウ ス の100 % に血性腹水 を伴う腹膜
播種の 形成 を認め た . こ の 腹膜高転移細胞株を M K N-45-P 細胞 と 名付け, こ の 珊胞 の 腹腔内移植後 の 癌細胞 お よ び 腹膜 にお
け る分子生物学軋 形態学的変化 に つ き検討 した . 腹腔内移植後, どの 腹 膜に微小転移 が出現する か をみ る ため , P C R法 を
剛 -て ヌ ー ドマ ウ ス 腹膜 へ の ヒ ト癌細胞の 転移を検出 した ･ マ ウ ス 腹膜各部位か ら採取 し た D N Aの ヒ ト 針 グ ロ ビ ン関連配列
部位 を増幅 させ , 電気 泳動乱 そ の シ グナ ル をサ ザ ン プ ロ ッ ト法で 検出 した . 大網 に お い て は t l 日日 か ら ヒ トノラ - グ ロ ビ ン
の 強い シ グナ ル が 認 め ら れ, 日 を お っ て増 強 した ･ ま た, ダ グ ラ ス 乱 腸間膜, お よ び卵巣で は, ヒ トノラ - グ ロ ビ ン の シ グ ナ
ル は 1 日 目 に検出 さ れ るが , 3 日 日に 一 時的に 滅弱 し, 7 日 日 か ら は増加を示 し た. 横 隔膜と 壁側腹膜 で は ヒ トノラ ー グ ロ ビ ン
の シ グナ ル は 7 日目 お よ び14 日 目 より増強を示 した が , 小腸 と 大腸 にお け る ヒ ト/? - グ ロ ビ ン の シ グ ナ ル は全く み ら れ なか っ
た . また, 形暦学的推移 は走査型電子顕微鏡 お よ び光学顕微鏡 に よ り検討 し た. 組織学的に は, 大網 お よ び ダ グ ラス 裔 にお い
て , 痛細胞 は 乳斑 (milky spot) に 転移 し , 増 殖 して い た . 横 隔膜 に お い て, M K N-4 5-P 細 胞接種 3 日 目 より ス ト マ 一 夕
(sto m ata) の 径 お よ び数 が増加 し, 拡大 し た腹膜下 リ ン パ 管が 認め られ た . 7日 目 に は癌細胞 は ス ト マ 一 夕 に接 着 し, 腹膜下
リ ン パ 管 へ 侵入 し て腹膜播種を形成 した. ま た , 癌細胞接種12時間より, 腹膜中皮細胞 は丸み を帯 び, そ の 後互 い に解離 して
中皮細胞 の 収縮 に より中皮細胞下 の 基底膜が露出す る よう に な っ た . そ して , 癌細胞 は そ の 中皮馴包間の 基底膜 に接着 して い
る の が観察 され た. 以上 より, 乳 斑 , 横隔膜 ス トマ ー ク , 中皮細胞下 の 基底膜 と癌細胞 と の 接着 と い う 3 つ の 腹膜播種形成過
程が証明さ れ た.
Eey w o rds gastric c an c er,perito n e al diss e min atio n, milky spot, StO m ata
腹膜播種性転移は胃痛 の 非治癒切除因子と し て重要 であ るだ け
で なく治癒切除筏の 再発 ･ 死 亡の 原因と して高率 に認め られ る .
現在, 腹膜播種に対す る有効 な治療法は なく, こ の 転移 を制御す
る こ と は胃痛治療の 最も重要 な課題の一一 つ で あるl … . 腹 膜播檀
の 最初の段階は原発巣か ら浸潤 した癌細胞が劉莫表面 に達 し, そ
こ か ら癌細胞が腹腔内 へ 遊離する こ と か ら始ま る. こ れ らの 遊 離
癌細胞が腹腔内を移動, 腹膜表面に接着, 腹膜下 組織 に侵 入, 増
殖す る こ と によ り腹膜播種が形成 され る. しか し, 腹膜播種形成
機構 は十一 分に解明され て い な い の が現状で ある. 腹膜播種の 形成
に重要 な役割を果 た して い るもの と して大綱 な どが報告さ れ て い
る
4)5)
. しか し, 今まで に ヒ ト胃癌寿朋包株 を用い て腹膜播種形成過
程 を研究 した 報告 はな か っ た . そ こ で著者はl ヌ ー ドマ ウス で ヒ
ト胃痛細胞株の 腹膜播種 モ デ ル を新しく確立 し, 腹膜播種形成過
程を分子生物学的, 形態学的見地より検討 した .
対象 お よび方法
Ⅰ. 動 物
実験動物 は , 4 か ら6 適齢 の 雌 IC Rn u/n u ヌ ー ドマ ウ ス (日
本 ク レ ア , 東京)を用い た .
は . 培養細胞株
ヒ ト胃癌由来培養細胞株 K ÅT O Ⅲ, K KI 5, M K N-45, M K N-
28Uapa n e s eCan c e rRe se ar ch Re so u rc e sBa nk-Cell Ba nk, 東
京), T M K-1(広島大学病理学, 田 原葉一一 教授 よ り供与), N K PS,
N U G C-4(金沢大学が ん研究所外科, 磨 伊正義教授 よ り供与) の
7株を用い た . い ず れ の 細胞もRP M I 1640(日 水製薬, 東京) に
ペ ニ シ リ ン 10 0 U/ml, ス ト レ プ ト マ イ シ ン 1 00/` g/ml
(Gibc oB R L, Gra nd Island, U SA), お よ び10 %非動化牛胎児血
清 (fetalbo vin e s e r u m, F B S) (Gibc o) を加えた培養液で37 ℃,
5 % CO2気相 下 で 培養 した .
Ⅷ . 腹膜転移の成立
細胞株は 0.02 % E D
′
m 加 0.25 % トリプ シ ン に短時間さ ら し,
2度 R P M I 1640 で洗浄 した . こ れ ら の 腫瘍細胞浮遊液 の 0.1ml
(1×10
7
佃 相当)を ヌ ー ド マ ウ ス の 背側肩甲部 に皮下注 した. 4
週後, 皮下腰痛部を鍵菌下 に採取 し, ハ サ ミで 細片化 し て細胞
浮遊液 を作成 し た . こ れ ら細片組織は18 ゲー ジの 注射針を何度
か通 して か ら 1ml注射筒 に保管 した. 一 匹 の マ ウ ス に腫瘍紺片
平成8年11月29日受付, 平成8年12月26日受理
A bbre viatio n s:bp, bas epair;C E A, C a rCino e mbryo nic antige n;F B S,fbtal bovin e s e ru m;SE M, S C a n ning ele ctoron
micro sc ope
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約 100m g を腹腔内注 入 し, 1 か ら3 カ月間注意深く観察 した,
7細胞株の う ち N U G C-4, N K PS, M E N-45 が 6 か ら 8過後 に
腹水の 発生 を み た ( 図1). 腹 水 を 採取 , 遠心分維 し た 後,
R P MI 1640 で 2度洗浄 し, 沈殿 した細胞で細胞浮遊液 を作 っ た .
こ の 細胞浮遊液か ら, 癌細胞 1×10
7 個 をヌ ー ドマ ウ ス の 腹腔
内 に21 ゲー ジ注射針で注入 した . 腹水 を生 じた マ ウス は 犠牲死
させ 腹水内の 癌細胞 を継代 した . また , 腹水を生 じ ない マ ウ ス
は犠牲死 させ て , 腹 腔内をす べ て 観察 した .
Ⅳ . P C R法 に よ る M E N･4 5- P 転移巣の特異的検索
ヌ ー ドマ ウ ス の 腹膜 へ の 微小転移 を , Endo ら 醐 に よ る P C R
法に従 い検索 した . 10代腹腔内で継代 し た腹膜転移細胞株(後
述す る M E N-45-P) を腹腔内接種 し, 1, 3 , 7 , 14, 30日 目
に各々 2 匹の ヌ ー ド マ ウ ス を犠牲死 させ た. 各部位 の 腹膜組織
より D N A を抽出し8), D N Aの ヒ トlヲー グ ロ ビ ン に特 異的な遺伝
子配列 の576塩基対 O) aS epair, bp) を特異的プ ライ マ
ー を用い
て P C R法 に て増幅 させ , サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ
ョ ン 法に て検索 し た . ヒ トノ･ラ ー グ ロ ビ ン に 対す る セ ン ス プ ライ
マ ー (Huノ9-1) ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー (Huノヲー8) お よ び特異的
プ ロ ー ブ (Hu′フ ー2) を 国2 に示 した . マ ウ ス 腹膜 の 各部位 の
D N Aは , HuP-1 お よ び Hu ′9-8 を プ ラ イマ
ー と し て P C Rを25
サ イ ク ル 行い 増幅 した . ヒ ト ノヲ ー グ ロ ビ ン に特異な シ グ ナ ル が
Fig,1. A n ude mo u se o n day 2 1afte rintr ape rito n e al
ino c ulation of MK N-45-P. Ne w a nim al m odelofperito n e al
dis s e min atio nis de v eloped. Pe rito n e al diss e min atio n with
blo ody a s cite sis fo u nd in lOO %of n ude mic e afte r6th
ge n e ratio n ofintraperito n e alin o c ulatio n.
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サ ザ ン プ ロ ッ ト法で認め られ た場合, そ の 腹膜 に は ヒ ト由来の
D N Aす なわ ち ヒ ト胃痛細胞が存在 した こ と に なり , こ の こ と
か ら ヒ ト痛の ヌ ー ド マ ウ ス にお ける 微小転移を特異的 に検出で
き る.
Ⅴ . 腹膜転移細胞株 に お け る腹膜播種巣の光学 あ よ び電子顕
微鏡学的観察
1. 方法
10代腹腔内で継代 した腹膜転移細胞株(後述す る M K N-45-P)
を腹腔内 に 1×107 個接種の 後, マ ウ ス を エ ー テ ル 麻酔下 に 4 ,
12時間, 1, 2, 3, 5, 7, 14, 30 日目 に犠牲死 さ せ た . 犠
牲 死 後直ち に, 2.5 % グル タ ー ル ア ル デ ヒ ドを 5c c腹腔内注 入
し, 5分後 に い く つ か の 腹膜 を標本と して 採取 し , 2.5 % グル
タ ー ル ア ル デ ヒ ドで 4 ℃, 2 時間再固定 し た. 1 % 四酸化オ ス
ミ ウ ム で 後固定 し, 50 % か ら10 0 %の 希釈系列 の エ タ ノ ー ル で
脱水処 理 し, 酢 酸イ ソ ア ミ ル 液 に浸 した . 臨 界乾燥 を行 い
～')
,
白金蒸着後, 腹膜表面を走査型電子顕微鏡(sc a n ni g ele ctor o n
mic ro s c ope, S E M) JS M-5400型(日本電子, 東京) で 観察 した .
ま た, 同部位の 標本を10 % ホル マ リ ン 液で 固定 し, パ ラ フ ィ ン
包埋標本を作成し た.
a c ATG … Intorol11
aき Ⅱuβ - 1; 5 ′ 一 丸G AG C C且℡C℡A ℡℡¢C℡℡ACA - 3
'
恒 】肋β - 8; 5′ 一 ℡A ℡GACA ℡GA A C ℡℡A 且C C且℡ - 3 ′
Probe
C ; Huβ - 2: 5′ 一 且C AC 且AC ℡¢℡G℡℡CAC℡AG C- 3 ′
Fig. 2. Spe ci丘c prim e rs and a pr obe again sthu m a n/?
-globin .
T he s e n se(Hu Iヲー 1)a nd a nti-S e n Se(Hu /ヲ ー8)prim ers, and
Spe C沌c probe(Hu ′3-2)fo rhu m a n/ヲーglobin ge n e a re sho w n･
T ne a mpli丘ed s egm e ntwith Hu Jゴー1 and Hu Jヲー8 is576 ba s e
pair. A T G. indicates the /?-globin initiatio n c odo n a nd mled
bo x e sindicatethe Jヲーglobin e n codingr eglO n S･
Fig. 3. M ilky spots o nthegr e ato m entu m of the n ude m ou se,
stain ed wi血a ctiv ated c a rbo n(C H-40). M ilky spot which ar e
aggregate s ofm a c rophage s a nd lympho cyte s o ntheperito n eal
Su rfa c e a re vis u aliz ed a sbla ck spots,be c a u s e m a crophages
take a ctiv atedc al七o n(C H-40)into their cytoplas m. ×50.
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Fig. 4. M a cr o s c opic 丘ndings ofpe rito n eal dis s e min atio nin a
n ude m o u s e o nday 14afte rintrape rito n e al in o culatio n of
M K N-4 5-P. T he c a n c e r n odule s a r e obs e rv ed in o m e ntu m
(arr o w)and m e se nte ry(arr o whe ad).
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Fig･ 5･ Kin etics ofgr o wth of M K N･4 5-P in thediffe r entpals of
the perito n e u m･ Afte rin o c ulatio n of M K N-45-P intr apel
･ito n e ally;
two mice a re s a cri且 ed o ndayl,3,7,14, a nd 3 0･ A hum a nJヲ ー
globin-r elated sequ e n ce(576bp)in the D N As fr o m e ach pa rt
Ofthe pe rito n e u mis spe cific ally a mplified by P C Ra n (l
dete cted bySo uthernblothybridiz atio n.
Fig･ 6･ Sc a n ni g ele ctro n mic ro s c opic (S E M)findings of the
milky spoto nday2 afte rintrape rito n e al in o c ulatio n of M KN-
45-P
･ T he dia m ete r of milky spotis abo ut200rLm ･ Many
C a n C e rCells (a r r o w) a nd inna m m ato ry c ells(a rr o whe ad)
a琴gr egate O nthe su rface ofmilkyspot･ ×350. Bar,50′LEm .
2 ･ 抗癌胎児性抗原(c a r cino embryo nic antige n, C E A) 抗体
を用 い た 免疫組織化学染色
パ ラ フ ィ ン 標本よ り 5
.
′上m の 切片 を 2 つ 作成 し, 脱 パ ラ フ ィ
ン 私 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を不 耐ヒす る た め に 0.3% 過酸
B
Fig･ 7. S E M find ings ofthe mi 1ky spot o n day 3 afte r
intr ape rito n e al in o culatio n of M K N-45-P. (A)On the su rfac e of
millq′ SpOt, S m allsto m a s of 5to lOu m in dia m ete r a refou nd.
Can c erc e11s(arr o w) migr atethro ugh sto m as ofmilky spot. ×
3,500(B)Byhigher m agni丘c atio n ofthe sto m a o n milky spot,
the in side ofthe sto ma is pa rtitio n ed with a c ribrifo r m
Stru Ctu r e. ×5,000. Bar,5/1m ./
Fig.8. S E M findings ofthe diaphr agm o nday 3 afte r
intraperito n e alin o c t11atio n of M E N-45-P. Sto m ata sin c re a sein
n u mber, a ndtheirdia m ete rdilater X2,000･ Ba r,10fLm ･
胃痛腹膜播種形成過程の 解明
Fig. 9. SE Mfindings ofthe diaphr agm o nday 3 afte r
intr ape ritone al in o c ulatio n of M K N-4 5-P. Diaphr agm atic
StO m ataS a rein creased in dia m ete r and n u mbe r. T he r ais ed
lin e alstru Ctu re S Which ar e ar ra nged par allelar e obs e rv ed.
×500. Ba r,50日 m .J
Fig･ 10･ S E M findings of the diaphr ag m o nday 7 afte r
intr aperito n eal in o c ulatio n of M K N-45-P. Can c er c ells adhe re
tothe sto m ata andpr olife rate o nthe s u rfa ce ofthediaphragm .
×2,000. Bar,10(Jm ./
Fig･ 11･ S E M findings ofthe diaphr agm o nday 5 afte r
intrape rito n e al in o culatio n of M K N-4 5-P. So m e sto m atasar e
Obse rv ed a shuge po r e s of thedia m ete r30FLm ･ M any C anCe r
C ells (ar row s) ar einvadinginto the u nde rlyinglym phatic
la cu n a e･ ×500･ Ba r
,50FLrP･
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化水素水加 メ タ ノ ー ル に15分間浸透 し た. さ ら に , 非特異的抗
原抗体 反応を防止 す る た め 正 常 ヤ ギ 血 清 (D A K Opatts t
Cope nhage n, De n m ark) に20分間反応さ せ た . そ の 後, -･一 次
抗 体と し て抗 C E A抗体 (D A K Opatts) を 4 ℃で 一 晩反応さ せ
た . 次 い で , 標 識 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン ビ オ ナ ン (1abelled
Str eptavi dinbiotin, LS AB)キ ッ ト(D A K Opatts) を用い て 標識二
次抗体を反応さ せ , 3.3
'
ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Sigm a, St. Lo uis,
U S A) で ペ ル オキ シ ダ ー ゼ反応 に よる 発色 を行 っ た . 0.3 %メ チ
ル グリ ー ン に て核染色を行 い , 脱水封入 した . 他の 切 片は HE
染色を行 い , 光学顕微鏡 にて 観察 し た.
3 . 腹膜表面の 乳斑 (milky spot) お よ び横隔膜の ス ト マ ー ク
(sto m ata)の 染色法
腹膜 の 乳斑 お よ び横隔膜 の ス ト マ 一 夕 は腹腔内の 液体や異物
の 吸収 の た め の 小孔で , 活性 炭で あ る CH 4 0川)を腹腔内注入す
る こ と に よ っ て そ の 部位を観察でき る. 腹腔内の 大食細胞お よ
び リ ン パ 球 は, そ の 棚胞賀内に活性炭 を取り込み, 乳 軌 二集ま
る た め 乳斑 は 大桐 上 で 肉眼的 に黒 い 点 と し て 確認 で き る ( 図
3)･ マ ウ ス に は犠牲死 させ る 2 日 前に 活性炭 10mg を 1ml の
生 理 食塩水 に希釈 して 腹腔内注入 し た.
Fig■ 12･ S E M findings ofthe diaphr agm o nday 7 afte r
intr ape rito n e al in o c ulatio n of M K N-4 5-P. Ca n c e r c ells
(arowhe ad) arさ obse rv ed in thelymphaticla c u n a e(a rro w s)
Which is sho w nin a cr o ss s e ctio n ofthe diaphr agm . ×2,000.
Bar,10/ Jlll.
l
Fig. 13. SEM findings ofn o r m al diaphr agm . Cell bo u ndarie s
Pa Cktogethe r and the mic ro vilio nthe m e sothelial cells are
S m allin n u mbe r a ndare shortinlength･ ×3,500･ Bar,5FLm ･
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Fig. 14. S E M 負ndings ofthe perito n e als u血 c e. 仏)On the12
hr afte rintr ape rito n e al in o c ulatio n of M K N-45-P, the
bo u ndarie s of m e sothelial cens c a nbe disce rnible. ×1,500
(B)Onthe24hr afte rintr aperito neal ino c ulatio n of M K N-45-P,
the bou nda rie sbetw ee n m e sothelialcells gr adual1y begin sto
Separate. ×1,00 0(C) On the 48 hr afte rintr ape rito n eal
ino c ulatio n of M K N-45-P, Subm es othelial ba s e m e nt m e mbra n e
(ar rO W)is expo s ed bythe c o ntra ctio n ofm e sotheli alc ells. ×
1,500. Ba r,10/Jm .
成 績
Ⅰ . 高転移細胞株 の確立
腹膜播種巣 は , T M K-1, M K N-28, K K u, K A T O- Ⅲ 細胞接
種で は み られ な か っ た が , N K P S, N U G C.4, M K N-4 5細胞の
腹腔内注 入 に より腹水お よ び 腹膜播種 の 発生をみ た. 腹膜播種
の 分布と肉眼形態 は ヒ ト胃痛の 癌性腹膜炎 の 所見 と極 め て よく
類似 して い た . M K N-45細胞接種 に お い て は 5世代まで18例中
12例 (67 %) が 腹膜播種形成を み た に すぎな か っ た が , 6 世代
か ら は接種 し た24例す べ て の マ ウ ス に そ の 発生 を み た . M K N-
45腹 水内癌細胞 は現在まで , 2 2世代 に渡 り継続 さ れ て い る.
以 上 より , こ の 細胞株 を腹膜高転移細胞株 M K N-45｣P と名付け
た.
Ⅱ . 腹 膜播種 の形成過程
表 1 に腹膜各部 に お け る 肉眼的に観察可能な腹膜播種の 発生
状態を示 した. M K N-45-P 細胞接種 に よ･り肉眼的に最も早期に
転移が み られ た腹膜 は大網 であ っ た . 大網 へ の 肉眼的転移 は3
Fig.15. S E M 血dings ofthe pe rito n e als u rfa c e o nday 5 afte r
intrape rito n e alin o c ulatio n of M K N
-45-P. M e s othelialc ells
be c om e ro u nd a nd s epa r ate m utu ally, r e S ultingin the
e xpo s u re ofthe u nde rlying c o n n e ctiv etis s u e. M ic r o villio n
the s u rfac e of m e sothelialc ells arein c re a sed in n u mbel･ a nd
le ngth. Ca n ce r c ells adhe re o nthe expo s edc o n n e ctiv etis su e
betw e e n m e sothelialc ells. ×2,0 00. Bar,10/Lm .l
Fig. 16. S E M findings ofthe pe rito n e al su rfa c e o nthelive r･
Su血 ce o nthe perito n e u m oftheliv e rla cks the stru Ctu r e Of
milky spots, StO m ataS, andthe n aked a re a ofsubm e s othelial
CO n n e Ctiv etiss u e. ×1,000. Ba r,10,LLm ･
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Tablel. M acr osc oplCalev alu ation ofperito ne al disse minatio n afterintraperito n eal ino culatio n of M K Nq45-P
Days after
T henu mber of detectable tu m o rsin
in oc ulation
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Fig. 17. Im m u n ohisto che mic alstainingfo rC E A in a m o u s e
gr e ato m e ntu m o nday3 afte rintr ape rito n e a=n o c ulatio n of
M K N-4 5-P a nd 2 day afterintraperito ne al in o c ulatio n of
a ctiv ated carbo n(CH-40). Ca n cer c ellsin the milky spotis
dete cted by C E Astaining a nd a ctiv ated c a rbo n(C H-40).
M ilky spots a redete cted asthe ag gr egatio n of m ac rophage s
tal(ing a ctiv atedc arbo nintheir cytopla s m.
Fig. 18. Im m u n ohisto che mic alstainingfo rC E A in a m o u se
gr e at o m e ntu m o nday5 afte rintr ape rito n eal in o c ulatio n of
M K N-45-P a nd 2 day afte rintr ape rito n e al in o c ulatio n of
a ctiv atedc a rbo n(C H-40). Ca n ce r c ellspr olife rateinthe milky
SpOtS.
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Fig.1 9. Im m u n ohisto che mic al stain lngfo rC E A in a m o u s e
diaphragm o nday 5afterintrape rito n eal in o c ulatio n of M K NT
4 5-P. T helym phatiela c u n a e u nde rthe diaphragm atic
m e s othelialc e11sis s e en.
Fig.20. Im m u n ohisto che mic al staining fo r C E Aofthe
diaphr agm in a n ude m o u s e o nday7 afterintr ape rito n e al
in o c ulatio n of M K N-45-P. C an C e r C ells (arro w s)invadeinto
the lym phatic lacu n a e u nderlying the diaphragm atic
m e sotheliu m . Activated carbonis obse rved in thelymphatic
la c u n a e.
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日日 よりみ ら れ, 続 い て横 隔膜, ダ グ ラス 寓, お よ び腸間膜 に
7 日目 より M K N-45-P 細胞 の 転移が み ら れ た (図4). 壁側 腹膜
へ の 転 移は14日 日か ら み ら れ たが , 腸管お よ び肝表面 の 腹膜 に
は3 0日 目に も転移 は み ら れ な か っ た . 卵巣 へ の 転 移は30 日目の
時点で観察さ れた .
Ⅱ . ヒ トβ一 グロ ビン を用 い た P C R法 に よ る微小転移の検索
ヒ ト/クー グ ロ ビ ン 遺伝子 に対す る特異的な プ ラ イ
ー マ ー を用
い た P C R法に よ る M K N-45→P 細胞の 転移状態 を図 5 に示 した .
1 日目に は M E N-45-P 細胞 は組織学的にも検出でき な い が , 大
網 に お い て は 1 日目 か ら ヒ ト β- グ ロ ビ ン の 強い シ グ ナ ル が 認
め られ , そ の シ グ ナ ル は 日を お っ て増強 した. また , ダ グ ラ ス
裔 , 腸 間膜, お よ び卵巣で の ヒ ト/ヲ ー グ ロ ビ ン の シ グ ナ ル は 1
日日 に検出さ れ る が , 3 日 目に 一 時 的に減弱 し, 7 日 日か ら は
増加 を示 した . 横隔膜 と 壁側腹膜 で は ヒ トノ9 - グ ロ ビ ン の シ グ
ナ ル は 7日目 お よ び14 日 より明ら か に増強 を示 し たが , 小腸
と大腸 の 腹膜 に お ける ヒ ト メタ ー グ ロ ビ ン の シ グナ ル は30 日 ま
で 全くみ ら れ なか っ た .
Fig. 21. Im m u n ohisto che mic al staining fo r C E Aof the
diaphr agm in a n ude m o u s e o nday 7 afte rintr ape rito n eal
in o c ulatio n of M E N-45-P. Ca n c er c ells(arr o w s)attach to the
Su rfa c e of diaphragm . M e s otheli alc ells be c o m e r o u nd i
Shape, a nd c a n c e r c ells atta ch to the spa c ebetw e en the
he misphe ricalm e sothelialc e11s.
Fig.22. Im m u n ohisto che mic al staining fo r C E Aof the
diaphragm in a n ude m o u s e o nday7 afte rintr ape rito n e al
in o c ulatio n of M K N-4 5-P. Ca n ce r c ells pr olife rate o nthe
diaphragm , aC C O mpa nyingwith str o m a a ndv as culatu r e.
Ⅳ . 腹膜お よぴ M EN-4 5- P 細胞の S EM 像
大網に は , 乳斑 (milky spot) と よ ば れ る リ ン パ 装置が あり,
M K N-45-P 細胞接種 2 日後 よ り癌細胞が乳斑 に転移 して い る像
が 認め ら れ た (図6). 乳斑 表面に は小孔があり , そ こ か ら痛細
胞が進入 して い る像 が 認め ら れ (図7 A), そ の 小孔 か ら 見え る
乳斑内に は格子構造 が観察 さ れ た (図 7B).
一 方, 横 隔膜表面 に は 中皮細胞 の 接合部 の 間 に直径 3-6〃m
の 小さ な 穴が多数観察さ れ た (図8). この 細胞間際の 小孔は ス
ト マ 一 夕 (sto m ata) と よ ば れ るも の で , こ れ ら ス ト マ 一 夕 は横
隔膜お よ び壁側腹膜 の 後上 部 に認め られ た. M E N-4 5-P 細胞接
種後, 3 日目か ら は ス トマ 一 夕 の 径 お よ び 数が 増 し, これ ら ス
ト マ 一 夕 と と もに い く つ も の 線状 の 隆起が観察 さ れ た (図9).
7 日日 に は, 癌細胞 は ス ト マ 一 夕 そ の もの に吸着 し, 横隔膜表
面上 で 増殖 して い る 像が 認め られ た (図10). ま た, 横隔膜の 中
に は直径 30/∠m に も達す る巨大 な ス ト マ 一 夕も存在 し, 癌細胞
Fig. 23. Im m u n ohisto che mic al stainingfo rC E Aofthe go n adal
fatin a n ude m o u s e o nday7 afterintr aperito n e al in o c ulatio n
Of M E N-45-P. Ca n c e r c ells a regr o wingin the milky spotof
the go n ad al fat.
`
Fig. 24. Sche m a ofthediaphr agmaticlymphatic syste m. Por es
c alled sto m ata s ar efou ndbetwe en the mes otheli alc ells, and
C anhardlybe r e c ognized inthe n or malc o ndito n. Fro mday3
afterintrape rito n e al in o c ulatio n of M K N
p45NP, diaphragm atic
StO m ata S a nd s ubm e s othelial lym phatic c apillarybe c om eto
dilatein diam ete r. Ben e ath the diaphr agm atic m e sotheliu m,
the reis a crib rifor m stru Ctu re n am ed m a cula crib ri for mis wi th
m a ny po r e s, Which c o n n e ct the sto m ata a nd unde rlying
lymphatic c apillarie s.
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が 集塊 を な して 中皮 下 リ ン パ 管 へ 侵入 す る像 が認 め ら れ た (図
11). 図12 に は横隔膜 の 割面像を示すが , 中皮細胞 の 下 に は リ
ン パ 間隙が あり, 同部位 に癌細胞が認め られ る.
つ ぎに, 図13 に示す よう に, 正 常横隔膜表面 の 腹膜中皮細胞
は表面 が平滑 で , 細胞 間 の 境界も明 ら か で は な い . しか し,
M E N-45-P 細胞接種後12時間 より中皮細胞 は丸みを帯 び て ,
各々 が 分離す る よう に なり, 48時間後 に は , 中皮下 の 基底膜の
露出が み られ た (図1 4 A, B, C). しか も1 中皮細胞表面の 微
小突起 は数と長 さが 増加 して い た. こ の 早期 の 段階で は癌細胞
は腹膜面 に認 め ら れ なか っ たが , 3 日目以 降の 大網 , 横隔膜,
壁倒腹膜 に お い て , 癌細胞 は 中皮細胞間隙の 基底膜 の 露出し た
部分 に接着 して い た (図15).
一 方 , 小腸お よび 肝表面の 腹膜は,
観察 した 範囲で は 転移を認めず , 構造上 も他の 腹膜 と全く異 な
っ て い た (図16). すな わち , 乳斑, ス ト マ 一 夕 を認め ず, 中皮
細胞 の 開裂も明ら かで なか っ た .
Ⅴ . 腹膜 で の移植 M E N･4 5-P 細胞 の 組織学的所見
最も早期より転移の 見 られ た 大網 で は , 3 日 員の 時点で , 細
胞質内に活性炭を取り込み黒く染色 され た マ ク ロ フ ァ ー ジと と
もに C E A染色陽性の M K N-45-P 細胞 が 乳斑 の 中皮下 リ ン パ 管
内に 認め られ た (園17). そ して , 5 日 日 に は癌細胞 は乳斑内で
増殖 し, そ の 径 は 3-5m m に達 した (図18). 次 に, 横隔膜で は
5 日目 よ り, S E M で み られ た拡大 した 横隔膜中皮 下 に ある リ
ン パ 管 (腹膜下 リ ン パ 管)が 認 め ら れ た (図19). 7 日 日 に癌細
胞 は, 横隔膜中皮 下 リ ン パ 腫内 に侵入 し, 腹腔 内注入 され た活
性炭 を貪食 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と活性炭そ の もの が 腹膜下 リ ン
パ 管内 に観察 され た (図20). 正常 マ ウス に お い て こ れ ら リ ン パ
管の 径 は光学顕微鏡 で は全く鑑別できな い 程′トさ い が , 癌細胞
の 接種 5 日目 よ り , そ の 径 を増す ため 光学顕微鏡像 に お い て も
明ら か と な っ た . 14 日削 こは癌細胞 は中皮細胞下 へ 侵 入 し, 宿
主由来 の 線推芽細胞 , 血 管, 炎症細胞 と と もに 大きな腹膜播種
を形成 して 増殖 して い た . ま た, 乳斑 , 横 隔膜ス ト マ 一 夕 を介
する転移 と は 別に , 7日 日 の 横隔膜表面で は 癌細胞 が接着 し て
観察 さ れ (図21), ある い は横隔膜上 で増殖 し結節を形成 し た
(図22). 壁側腹膜お よ び 腸間膜に お い ては , 7 ヒ1 日 に図10 と同
様に表面 に結節 を形成し て増殖 して い た . ダ グ ラ ス 裔に お い て,
癌細胞は 活性炭で染色 され た マ ク ロ フ ァ ー ジと と も に乳斑 内に
観察さ れ た (図23).
考 察
今回の 研究で , 腹膜 各部位の 転移形式 にお け る部位特異性 を
明確 にで き た. そ し て腹膜播種形成 にお い て 少 なくと も 3 つ の
過程が 観察 され た. 第1の 腹膜播種形成過程 は乳斑 に関連する
もの で , 第2 は横隔膜 と壁側腹膜で の ス ト マ 一 夕 を 介す るもの ,
第3 に は腹膜中皮細胞 の 収縮 に より露出 した基底膜 へ の 癌細胞
の 接着 と い う過程であ っ た .
腹膜 の な か で, 大網 は移植腫瘍 を吸着す る最初の 部位 と し て
働 い て い る と考えら れ る . 動物 モ デ ル に よ る検討で , 腹膜播種
形式 は使 わ れ た細胞株 に よ っ て異な っ て は い る が, 大網 は最初
に転移す る部位 と し て報告され て い る4)5)11)
今回の P C R法を用 い た感度の 高い検索6)7)に お い て も, M I(N-
45-P 瑚胞の シ グナ ル は , すで に腹腔内注入後24時間で大網内で
検出さ れ た . そ れ に 対 して横隔膜 , ダ グラ ス簡, 壁 側腹膜で は
ヒ ト由来の D N A シ グ ナル は 3 日目 や 7 日 目と 遅れ て検出さ れ
た
, 卵 巣癌の 微小転移が病期の 早い 時期か ら大網に み られ る こ
と もよく知ら れ て い る12). ま た, 奨膜表面 に浸潤 した胃痛 で は
しば しば大網 へ の 転移が み ら れ , 大網切除術 は胃痛根治術の 主
要な手技 と され て い る13).
大網 は , 腹腔 か ら乳斑を介 して 異物 , 腹水 や腹腔内 に出現 し
た リ ン パ 球 を吸収する機能 を持 っ て い る14). した が っ て , 乳斑
は 癌細胞が腹腔 か ら腹膜下 に 侵入 する 最初の 通路 に な ると 考え
られ て い る511(,). Hagiw a r aら は 乳斑 は , 部位特異性 に分布 し,
なか で も大網 は多く の 乳斑 を持 つ と報告 して い る5). ヌ ー ド マ
ウス にお い て 乳斑 は ダ グ ラス 裔, 壁側腹膜, 腸 間膜 にも存在す
るが その 数は 大網の そ れ に比 べ て 非常 に少ない 5). Hagiwa ra ら
はま た, 腹腔内 に接種さ れ た P 388白血病細胞 は特異的 に乳斑
に転移 し, P38 8白血病細胞の 部位特異的浸潤が乳斑の 分布 と
一 致 した と 報告 して い る5). 本研 究で も, ダ グラ ス 裔 に お い て ,
活性炭を取り込ん だ マ ク ロ フ ァ ー ジが 集合 した乳斑 内 に M I( N-
45-P の 初期転移巣をみ た . 乳斑 内 に浸潤 した癌細胞は乳斑内 の
格子構造 の ため , 移動する こ と なく, 乳斑内で 大きな転移巣を
形成す る.
今 回の 研究で , 横隔膜の ス ト マ 一 夕が 腹膜播種形成 に密接 に
関連 して い る こ とも明確と な っ た . 横隔膜お よ び上 部壁側腹膜
に分布す る ス ト マ 一 夕 は, 呼吸 の 吸気時の 陰圧 に よ っ て物質 ,




ス ト マ 一 夕 は腹膜 下 リ ン パ 管16)に連絡 し, ス トマ ー
ク の 中庄細胞 とリ ン パ 管 内皮細胞で作 ら れ た 一 方向弁(o n e w町
v alv e s) と吸気 の 陰庄 の 存 在が 液体 の 横隔膜中皮 下リ ン パ 腫 へ
の 求 心性 の 吸収 を導く と考え ら れ る1 7) 岬. 今 回の 観察 で も ,
M K N-45-P 細胞は , ま ずス ト マ 一 夕 に吸 着 し, そ の 後癌細胞は
腹膜下 7) ン パ 管に 侵入 した . M K N-4 5-P 細胞 の ス ト マ 一 夕 へ の
最初の 接着は , 呼吸運動 によ り生 ずる 陰圧 により , ス ト マ ー ク
を介 し て吸収 さ れ る こ と に よ り引き起 こ さ れ る 可 能性がある .
ス ト マ ー ク の 直径は癌細胞が中皮下 リ ン パ 脛 へ と 侵入 してい く
の に は決 して 大きい もの で は ない が , 中皮細胞の 変形 と癌細胞
の 自己運動能に よ り容易に癌細胞 は腹膜~1F
-
リ ン パ 管 へ 侵入す る
と 推察 で き る . ま た , 島 田
1椚 は 中 皮 lご 結 合組織内 に綿状朗
(M ac ula cribrifo r mis) な る構造があ り, 脈管外通路と し て腹腔
内か らり ン パ 管ま で の 吸水路と し て機能す ると して い る. 今回
の 観察で , ス ト マ 一 夕 は M K N-45-P 細胞接種 によ る 腹腔内の 炎
症 と炎症 によ る 水分吸収の 増加の た め, そ の 数お よ び 径を増 し,
結果 と し て中庄 Iこ
一
リ ン パ 管も拡張 し て腹膜面 に隆起と し て確認
できる よ う に な っ た (図24). ス ト マ 一 夕 に は 直径 3 0〃11 にも
達す る日大なもの もあり, ス ト マ ー ク のl自二径 は 1-30′′∠m と報告
さ れ て い る
Ilけこ と か ら, こ の よ う な ス トマ 一 夕 は痛細胞の 格好
の 侵 入軽路 と な るう る . 実際に 7 ‖ 削こ は癌細胞は , ス トマ ー
ク を通じ て中皮細胞下 リ ン パ 毛細管 に侵 人 し, 腹膜表面で増殖
するもの もみ ら れ た. ヒ トに お い て , ス ト マ 一 夕 は横隔膜 の 筋
性部お よ び臆性部 にの み 認め ら れ , 骨盤 内や壁側腹膜に は み ら
れ ない
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. こ の 節点か ら , ス ト マ 一 夕 は , ヒ トに お い て横 隔膜
上 で 腹膜播種形成 に大きな役割 を果た して い る可 能性 がある.
第3 の 腹膜播種形成過程は中皮細胞下の 基底膜露出面 に癌細
胞が接着するもの で あり, この 現象 は M KN-45-P 細胞接種5日
前後 より認め ら れ た . まず, 痛細 胞接種後12時間より中皮珊胞
は丸み を帯び , 48時間後 に は, 中皮細胞の 間隙より基底膜 の 露
出が み ら れ る . Bya suら は , 胃痛患者 の 腹膜 に お い て も, 腹
膜播種動物モ デ ル にお い て も, 腹膜 へ の 癌細胞の接着の 前 に中
皮細胞 の 収縮 , 剥 落が常 に観察 さ れ る と 報告 して い る21). 大網
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乳斑 や ス ト マ 一 夕 が癌細胞の 転移に よ り腹膜の 水分吸収と い う
本来の 機能が集 われ る移植 5 日 日頃に は, 腹水が 出現 し始め る.
こ の 腹水中に はサ イ トカ イ ン を は じめ とする 炎症起因物質を多
く含み , 腹膜 中皮 の 収縮 に関与 して い る こ と も考えら れ る . こ
れ ら腹 膜中皮障害 は細菌性腹膜炎や デ キス トラ ン の 注入 で も観
察さ れ て い る22). B m tlr aら器)は蛋白分解酵素が腹膜中皮細胞間
の 強い 結合を破壊 して い る と推察 して い る が , 現在 ま で 中皮細
胞を収縮 させ る物質 に つ い て は知ら れ て い な い . 中皮細胞 が収
縮 した後, フ ィ ブ ロ ネク テ ン , ビ トロ ネク テ ン, ラ ミ ニ ン , Ⅳ
型コ ラ ー ゲ ン等 で構成 さ れ る基底膜お よ び , 細胞外基質(e血 甘
C ellular m atrix) が露出す る . こ れ らの 細胞外基質構成蛋白は イ
ン チ グ リ ン フ ァ ミリ ー の リ ガ ン ドと し て知 ら れ て い る24】2 5). イ
ン テ グリ ン は, 細胞 と細胞間, 細胞 と細胞外基質と の 反応 に関
与する ヘ テ ロ ダ イ マ ー レ セ プ タ ー の ス ー パ ー フ ァ ミリ ー を形成
して い る . また , 細胞極性 や細胞運動 の 調節 にお け るイ ン テ グ
リ ン の 主な役割 に つ い て も 明ら か に な っ て きて い る25)26】 . イ ン
テ グ リ ン の 発現 は癌細胞 の 浸潤, 転移能を増強するもの と推察
さ れて い る. Natali ら は ラ ミニ ン レセ プ タ ー の 1 つ で あ る α6/
′
ヲ4 イン テ グリ ン は乳癌の 血 行性転移 に重要な役割を果た して
い る と報告 して い る27). と こ ろで , 我 々 はすで に低転移細胞株
に比 べ て M E N-45-P 細胞で は α2, α3 イン テ グ リ ン の 高発硯
が み ら れ た こ とを確認 し て い る28). こ れ ら の 結果 か ら , イ ン テ
グリ ン フ ァ ミリ ー は , 収縮 した 中皮細胞間の 基底膜露出而 へ の
癌細胞の 接着 に大き な役割 を果た して い る と推察さ れ る . 一 方 ,
最後ま で 転移 の み られ な か っ た 小腸 ･ 肝表面 の 腹膜 は , S E M
像で 他の 腹膜 と構造 が全く異な っ て い た . すなわち , 乳斑 や ス
ト マ ー ク 等の構造は なく , 基底膜 が露出する部位もみ ら れ なか
っ た . こ の こ と が小腸 ･ 肝 表面の 転移頻度 の 低 さを物語 っ て い
る と 考え られ た . 腹膜播種を起 こ し 易い 腹膜を腹膜 亜全摘術
(pe rito n e cto my) な どで 予防的選択的 に切除す る こ と に より腹
膜播種 に対する外科的治療 が で きる 可 能性があ る2 机. さ ら なる
研究 に て腹膜播種の 形成機構を明確にす る べ きで あ る.
結 論
ヌ ー ドマ ウス に ヒ ト胃痛細胞株 M E N-45細胞 を皮1r移植 し形
成 し た腫瘍を紺軌 腹腔内移植 し, そ れ に よりで きた 腹水中将
細胞の 継代 を続 け る こ と に より, 腹膜高度転移株 M K N-4 5-P を
樹 立した . こ の 腹膜播種転移 モ デ ル を用 い て 腹膜各部位 に お け
る ヒ トI9- グロ ビ ン の D N A検 出と S E M お よび光学顕微鏡 に よ
る転移形態の 観察を行 い , 以下 の 結論 を得た .
1 . 第 1の 転移経路 と して 最も早期 に出現する大網 に多数存
在 し た乳斑を介するもの が 認め られ た . 大網 に お い て は 1 日目
か ら ヒ トノ
′ヲー グ ロ ビ ン の 強い シ グ ナ ル が 認め られ , そ の シ グナ
ル は日 をお っ て 増強 した . 活性炭の 腹腔内投与 に て大網 の 乳斑
は肉眼的 に黒 い 点 と して 認 め ら れ , そ の 内部 に 組織学的 にも
M E N-45-P 細胞を認 め た . 乳斑 は移植腫瘍を吸着す る最初の 部
位 と して働 い て い る と考えられ た.
2 ･ 第2 の 転移経路 と して , 横 隔膜お よ び壁側腹膜 の 後 上 部
に存在する ス ト マ 一 夕 を介するもの が認 め ら れた. 横隔膜 で は
ヒ トβ- グ ロ ビ ン の シ グ ナ ル は 7 日 目 より増強 を示 した . ス ト
マ 一 夕 は中皮細胞の 接合部にみ られ る 3〃m か ら 30耳m の 小 さ
な穴で , こ れら は横隔膜中皮 下 に ある リ ン パ 管 (腹膜 下 り ン パ
管) と連結 して い た . 腹膜 下リ ン パ 管は M K N-45-P 細胞接種 に
より拡張して腹膜面 に隆起 と して観察され た . 7日 日 に は痛細
胞は ス ト マ 一 夕 に接着 し, 腹膜下 リ ン パ 管 へ 侵 入 し, そ の 後転
移巣 を形成 した .
3 . 第3 の 転移経路 と し て腹膜中皮細胞 の 収縮後 に露出 した
基底膜に癌細胞が接着す るもの が認 め ら れ た . 正常 の 腹膜中皮
細胞 は表面 が平滑 で , 細 胞 間 の 境界 も明 ら か で は な い が ,
M IくN-45 ぜ細胞接種12時間後より中皮細胞 は丸 み を帯 び , 各々
が 分離する よ うに なり, 結果 と し て 中皮下基底膜 の 露出が み ら
れ , 3 日目に は癌細胞 はそ の 基底膜 の 露出 した部分 に接着し て
い た
.
こ の 転 移形式は接着分子 とそ の リ ガ ン ドの 相互 作f馴こよ
る もの と推察 され た .
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Abstra ct
Pe rito n eal diss e minationis one ofthe m ostc o m mon cause sofre c urre n c e a nd de athin gastric c a n c e r, but the m e cha nis m
Ofthis m et astasis has n otbe e nfu 11y unde rsto od･ T he pr e s e nt study w a spe rfbr m edto cla rify the m e chanis m softhe hr rn atio n
Ofperitone al dis semination thro ugh the e stablishm e nt of a n a nim al m odel fo rperito n eal disse min atio n･ T he s ubcuta ne o u s
tu m o rs of s eve n gastric can cer c ell lin e s were lrUeC ted in to the pe rito n e al c a vlty Of n ude mic e･ In M K N A 5, Pe rito ne al
diss e minatio nwith bloody a scite s w asfo und in 1 0 0% ofn ude坤C e uPtO the 6thge n e r atio n. T he r efo re, th ishighly m et astatic
C e11 1ine to the peritone um w a scalled M K N
-45-P･ T he m olec ula rbiologic aland m orphologl C al findings ofthe ca n cer ce11s
a nd the m e s othelial cells afterintr aperiton eal in o c ulation of M K N-45 - P w er e e x amin ed. To e xamine whe r ethe
micro me ta sta sis w as fbr med, PCR a nalysI S W a Spe rfor m ed. A hu m a nβ-globin - related sequ e n c ein the DN As from variou s
Pa rtS Ofthe periton eum in n ude mou s e w a s spe cific a11y a mplified by P C Rand dete cted by Souther nblothybridiz atio n
a n alysis･ Gre atom e ntu m sho weda strong slgn alofthe a mpli Bed fragm e nts of hu m a nβ-globin ge n efrom thelstdayandthe
Slgnals gr adua11yin cr eas ed･ T he sign alsin the gon adal fat, m e Sente ry, a nd ov a rium could be w e akly det e c ted on the lstday,
tr an sie ntlydec reas ed o nthe 3rd day, a ndthe nin c re as ed afte rthe 7th day･ In the diaphr agm a nd ab domin al wa11, eaCh sign al
C O uld be detec ted after the 7th day a nd 14th day ･ In c o ntrast, Sm all inte stine o rc olon did notshow a ny hu man P-globin
Slgnal up to the 3 0th day ･ T he morphologlCal changes w e re obs e r v ed by the sc a n nl ng ele ctron mic ros cope a nd light
micr o scope･ In the great om e ntum a ndthe gon adal fat, C a n C e r C e11s ad hered to the milky spots a ndprolife ratedin the milky
SPOtS･ In the diaphragm , StO m at in cr e a s ed in n u mbe r a nd dia m ete r o nthe 3rd day･ T he lymphaticla c u n a e u nderlyingthe
diaphragm atic m e so theliu m was dilated･ Can c er c ells ad he r ed to sto m atas, a nd in v adedthe lymphaticla c u n a e afte rthe 7th
day･ T he n, the m e so thelial c ells ofthe ab do min al cavity bec am e rou nd and separated m utu ally after12 ho urs. And the
Subm e s o thelialcon n ec tive tissu e was e xposed afterthe sh rinkage ofthe m e so theli alc e11s. Can c e r c e11s w er efo undto adher e
to the c o n n e ctive tiss uebetwe e n mes othelialc ells･ T hes ere s ultsindic atethat the milky spot,thediaphr agm atic s t om a ta, a nd
the ad hesion betw e e n c a n c er c e11s a nd s ubm e s othelial con n e ctiv etis s u e, C O ntribute t o the fo r m atio n ofperiton e al
dis se minatio n.
